
		
			[image: Cover image]
		

	
    
      
        
          	
          	
        

        
          	
        

        
          	
            [ ORIGINAL ARTICLES ]
          
        

        
          	The Korean Journal of Pesticide Science - Vol. 28, No. 1, pp.55-63
        

        
          	ISSN: 1226-6183			
					(Print)
				2287-2051			
					(Online)
				
        

        
          	Print  publication date  31 Mar 2024

        

        
          	Received  02 Jan 2024
Revised  08 Feb 2024
Accepted  11 Feb 2024

        

        
          	
            KJPS_2024_v28n1_55

            DOI: 
            https://doi.org/10.7585/kjps.2024.28.1.55
          
        

        
          	
            종자코팅을 이용한 Chlorella fusca CHK0059의 콩 생육촉진 및 시들음병 발병 억제
          
        

        
          	
            Hwa-Jung Lee1 ; Youn-Sig Kwak1, 2, *


          
        

        
          	1Division of Applied Life Science (BK21Plus), Gyeongsang National University, Jinju 52828, Republic of Korea

        

        
          	
        

        
          	2Department of Plant Medicine and, Research Institute of Life Science, Gyeongsang National University, Jinju 52828, Republic of Korea

        

        
          	
        

        
          	
            Evaluation of the Effectiveness of Chlorella fusca CHK0059 using Seed Coating on Growth Promoting and Wilt Disease Suppression
          
        

        
          	
            이화정1 ; 곽연식1, 2, *


          
        

        
          	
        

        
          	1경상대학교 응용생명과학부

        

        
          	
        

        
          	2경상대학교 생명과학연구원

        

        
          	
            Correspondence to: *E-mail:  kwak@gnu.ac.kr
          
        

        
          	
        

        
          	
            

            

          
        

      

      
        
          	
          	
        

      

      
        
          
            Abstract
          
        

        
          종자의 품질을 향상시키기 위해 종자코팅 기술이 개발되어 오고 있지만, 현재까지 Chlorella를 이용하여 종자코팅을 진행한 사례가 없어, 본 연구에선 최초로 Chlorella fusca CHK0059를 종자코팅 방법을 이용하여 Chlorella의 농업적 가치 평가를 진행하였다. Chlorella가 코팅된 콩 종자는 무처리 대조군 종자에 비해 높은 발아율을 보였다. 무처리구와 대조군(1% CMC) 그리고 CHK0059가 코팅된 종자들을 3주간 유리온실에서 생육한 결과, CHK0059를 코팅한 처리구들이 무처리구에 비해 줄기 길이가 길어진 것을 확인하였다. 본 연구에서는 이전에 검증되지 않았던 CHK0059 종자코팅 기술을 콩에 적용하여 결과를 조사하였다. 또한, CHK0059가 코팅된 처리구와 무처리구에 콩 시들음병원균을 처리하였을 때, 무처리구에 비해 낮은 병 발병도를 나타내었다. Sterilized Chlorella (사멸된 CHK0059107 cell/mL + Fusarium) 에서는 대체로 살아있는 Chlorella를 코팅한 처리구(Chlorella 106+ F, Chlorella 107 +F, Chlorella 108+F)와 비슷한 경향들을 보였다. 결과적으로, Chlorella의 종자코팅 처리에 의해 시들음병에 대한 병 발병을 억제하는 것으로 조사되었다. Chlorella의 종자코팅 실용화를 위하여서는 보다 체계적이고 작물 전주기를 대상으로 하는 추가적인 실험이 필요하다. 그러나, Chlorella 종자코팅 기술을 적용하면 종자에 긍정적인 영향을 미친다는 결과를 통해 Chlorella의 활용 범위 확대 방안으로 종자코팅 방법이 효과가 있다는 것을 본 연구를 통해 검증하였다.

        

        
          
            초록
          
        

        
          Seed coating technologies have been developed for improvement of seed quality. However, no cases of seed coating using Chlorella have been reported. In this study, we conducted the first-ever evaluation of the Chlorella-based seed coating method for enhancement of the agricultural value of Chlorella. Chlorellacoated soybean seeds showed a higher rate of germination compared with untreated control seeds. After three weeks of growth, seedlings coated with CHK0059 showed longer stem lengths compared with the control group. In addition, soybean seeds coated with CHK0059 that were treated with Fusarium wilt pathogens showed a lower incidence of disease compared with the untreated control group. In general, Sterilized Chlorella (CHK0059 107 cell/mL + Fusarium) showed trends that were similar to those of treatment groups coated with viable Chlorella (Chlorella 106 + F, Chlorella 107 + F, Chlorella 108 + F). Thus, treatment of seed coating with Chlorella resulted in suppression of disease incidence caused by Fusarium wilt pathogens. For practical application of Chlorella seed coating, conduct of more systematic and comprehensive studies examining the entire crop lifecycle will be required. However, due to its positive impact on seeds and plant growth, the findings of this study confirm the effectiveness of using seed coating with Chlorella as a potential method for expanding the utilization of Chlorella.
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      서 론
      미세조류는 미세한 크기의 타원형 모양의 단세포를 가지는 녹조류로 다양한 연구들을 통해 친환경 식물 성장 촉진제로 주목받고 있다(Mulbry et al., 2007; Dineshkumar et al., 2017; Dineshkumar et al., 2020). 특히, 미세조류에 속하는 Chlorella는 녹조식물문의 미세조류로 단백질이 풍부하고 광합성 효율이 우수하여 미래 식량 자원으로 각광을 받고 있다(Ren et al., 2020). 또한, 폐수를 정화할 수 있는 정수 능력과 식물 성장 촉진 효과, 식물 병을 억제할 수 있는 효과를 보이는 것으로 알려져 친환경 비료나 식물 성장촉진제 등으로 사용하기 위한 다양한 연구가 진행되고 있다(Bhuyar et al., 2019; Kim et al., 2018; Yao et al., 2020).

      Chlorella가 가지는 다양한 효과들이 입증되면서 최근 국내의 많은 농가에서 농촌진흥청으로부터 Chlorella를 제공 받아 농작물에 친환경 제제로 사용하고 있다. 국내에선 Chlorella를 시비하는 방법은 작물에 액상의 Chlorella를 주기적으로 엽면 또는 관주 처리하는 방법으로 사용된다(Kim et al., 2022). 다양한 Chlorella의 종류에서 농가 활용 기술개발을 위해 사용한 미세조류는 Chlorella fusca CHK0059이다. C. fusca CHK0059는 국내의 유기농 논에서 분리된 Chlorella 종 중 하나로 최근 연구를 통해 부추와 시금치의 성장과 품질에 긍정적인 영향을 미치는 것으로 확인되었으며, 다양한 작물에서 발생하는 탄저병(Colletotrichum spp.)에 대해 식물의 유도 저항성을 촉진하는 것으로 알려지면서 관심을 받고 있다(Kim et al., 2018). 또한 C. fusca CHK0059(107 cfu/mL)를 0.4% 농도로 딸기에 처리하였을 때 Fusarium oxysporum f.sp. fragariae에 의해 발생하는 딸기 시들음병의 발병도를 억제하는 것으로 알려져 있다(Kim et al., 2020).

      그러나, Chlorella는 생산 단가가 높은 편으로, 식량 자원으로 이용하기 위한 가능성은 많은 연구들을 통해 입증되어지고 있지만(León-Vaz et al., 2019; Rani et al., 2018), 친환경 농업을 위한 상업적 보급이 어려운 상황이다. 이러한 상황에도 불구하고, Chlorella를 이용하여 얻을 수 있는 다양한 효과들과 친환경농업 농산물의 요구도가 증가하고 있는 실정으로, Chlorella를 이용한 농작물 재배 기술 개발 연구가 증가하고 있다. 현재까지 개발된 Chlorella 처리 방법은 식물체가 일정수준 생장한 후에 액상형태로 Chlorella를 처리하는 방법으로 Chlorella 시비 효과를 제한적으로 기대할 수 있다. 농작물의 초기 생장 단계에서 최적의 효과를 얻을 수 없을 가능성이 높기에 Chlorella의 효과 활용 범위를 넓히기 위한 다양한 처리 방법이 필요한 상황이다.

      종자코팅(Seed coating) 기술은 식물의 종자에 식물병을 억제할 수 있는 화학농약제 또는 식물의 성장을 촉진할 수 있는 Plant growth-promoting bacteria(PGPB)와 같은 유용미생물들을 종자 표면에 코팅하여 생물막을 형성시켜 각 자원들이 가지는 효과를 종자에 적용하는 방법이다(Accinelli et al., 2018a; Accineli et al., 2018b; Javed and Afzal, 2020; Jetiyanon et al., 2008; Oliveira et al., 2016; Rouphael et al., 2017; Rocha et al., 2019a). 종자코팅으로 미생물을 접종하는 방법은 미생물 제제를 어린 식물에 전달하기 위해 가장 정확하고 효율적인 방법으로 고려되어 왔다(Ehsanfar and Modarres-Sanavy, 2005). 종자 파종 후에 종자는 다양한 환경 조건(생물적 및 비생물적 스트레스)에 노출되게 되는데, 코팅 방법을 통해 이러한 스트레스의 유해한 영향을 개선할 수 있다고 알려져 있다(Chandrika et al., 2017). 작물 중 종자코팅의 성공적인 예시로 해바라기 종자의 발아에 부정적인 영향을 미치는 토양잔류 제초제의 작용을 억제한 결과가 있다(Szemruch and Ferrari, 2013). 또한 토마토 종자의 발아와 생육 강화, 저장성을 개선하는데 성공하였으며 미량 영양소와 식물 추출물을 조합한 seed pelleting으로 작물의 성장 및 수확량이 개선된 사전 연구가 있다(Masuthi et al., 2009). 이러한 종자코팅 기술들을 이용하여 식물의 성장에 중요한 역할을 하는 종자의 품질을 향상할 수 있어 연구가 다양하게 진행되고 있다.

      콩은 (Glycine max) 단백질과 지질이 풍부하여 건강식품으로 주목받고 있다(Kim, 2021). 콩은 영양적으로 우수할 뿐 아니라, 이소플라본을 포함한 다양한 기능성 성분과 같은 인간에게 이로운 성분을 포함하는 것으로 알려지면서 기능성 식품으로 더 많은 관심을 받고 있다(Kim, 2021). 콩을 식품으로도 사용이 가능하지만 사료, 생물연료 등과 같은 다양한 용도로도 사용이 가능하기 때문에 콩은 우수한 경제작물로 알려져 있다. 현재 전세계적으로 재배가 되고 있는 콩을 생물적·비생물적 스트레스로부터 보호하기 위해 많은 양의 화학물질을 사용하고 있다. 그러나 전 세계 인구의 급증으로 인한 식량 수요 증가를 충족시키기 위해 중요한 것은 환경 품질을 유지하면서 농작물을 병해충으로부터 보호하는 것으로 화학물질을 사용하는 경우 환경오염 문제와 인축 독성 등과 같은 문제가 발생하게 되어 현재 생물학적으로 콩을 보호하고 생산량을 늘리기 위한 연구들이 진행되고 있다(Kim, 2021).

      이에 본 연구에선 식물 생장 촉진 효과와 식물병 억제와 같은 식물에 긍정적으로 영향을 미치는 것으로 알려진 C. fusca CHK0059를 종자코팅 적용 가능성을 검증하고자 수행되었다. Chlorella의 종자코팅을 통해 콩 생산에 가장 중요한 환경요인인 건조와 생물적요인인 콩 시들음병 억제 능력을 검증하였다. 본 연구를 통해 Chlorella를 이용하여 종자에 적용 범위를 넓히고 지속적으로 수요가 증가하고 있는 경제 작물인 콩 생산을 위한 효과적인 Chlorella처리 방법을 연구하고자 한다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        Chlorella fusca CHK0059의 농도 검정 및 종자코팅 용액 제조
        종자코팅 기술을 통한 Chlorella의 효과를 확인하기 위해 실험에 사용한 C. fusca CHK0059는 F&B Nature 회사로부터(F&B Nature Co. Ltd., Korea) C. fusca CHK0059 배양액을 제공받아 실험에 이용하였다. C. fusca CHK0059 처리를 위해서 hemocytometer (Neubauer’s improved hemocytometer)를 이용하여 200x 배율 현미경(Olympus BX53F2, Tokyo, Japan)에서 세포수를 측정하여 농도별로 조정하였다.

        콩 종자에 CHK0059를 코팅하기 위해 배양액을 8,500 rpm에서 20분간 원심 분리하여 상등액을 제거하고 멸균수(ddH2O)로 두 번 세척한 후 세포를 회수하였다. 콩 종자 표면에 CHK0059를 부착하기 위해 접착제 역할로 1% CMC(carboxymethyl cellulose)를 이용하여 종자코팅 용액을 제작하였다. 종자코팅 용액은 CHK0059 농도별로 107 cfu/mL을 기준(Kim et al., 2018)으로 106 cell/mL, 107 cell/mL, 108 cell/mL 농도로 나누어 배양된 클로렐라를 희석하여 종자코팅 용액을 제작하였다. 또한, 사멸된 Chlorella의 식물 생장효과를 비교하기 위하여 CHK0059 107 cfu/mL을 120°C에서 20분간 멸균기를 통해 사멸시킨 후, 종자코팅 용액을 제작하였다.

      

      
        콩 종자에 CHK0059 코팅 및 생육 조사
        콩(Glycine max cv. Daewon) 종자에 Chlorella를 코팅하기전, 종자 표면에 미생물을 제거하고자 종자 표면소독을 진행하였다. 콩을 1% NaOCl에 10분간 침지 후 2분마다 NaOCl이 콩에 고루 퍼질 수 있도록 흔들어 주었다. 10분 후 콩 표면에 묻은 NaOCl을 제거하기 위해 멸균수(ddH2O)를 이용하여 5회 세척을 진행하였다. 표면 살균된 콩 종자 표면의 물기를 제거하고자 무균대에서 2시간 동안 상온 건조하였다.

        표면 살균된 콩 종자를 50mL 살균 튜브에 넣고, 콩 종자 1 g 당 CHK0059 코팅 용액 10 μL를 처리하였다(w/v). 종자표면의 점성이 완전히 사라질 때까지 회전기에서 교반 후, 무균대에서 2시간 상온 건조를 진행하였다. CHK0059는 각 농도 별로 106 cell/mL, 107 cell/mL, 108 cell/mL로 처리하였고 대조군으로서 무처리구 (Untreated), 1% CMC 그리고 사멸된 CHK0059 (Sterilized Chlorella)로 총 6가지 조건으로 실험을 진행하였다. 콩을 발아시키기 위해 멸균한 솜을 9cm petri dish에 넣고 멸균수(ddH2O) 15 mL씩 분주하여 수분을 제공해 주었고 암 조건으로 온도 27oC, 습도 60%의 식물 생육장에서 3일간 발아를 진행시켰다 (n = 10). 콩 종자의 배축이 1~2 cm 이상 자라나오면 발아가 된 것으로 판단하여 발아율을 측정하였다(Baributsa and Baoua, 2022). 발아된 콩을 상토(부농 2호, 부농상토)를 이용하여 9cm pot에 심고 30oC 온실에서 3주차까지 생육을 진행하였다(Light: 16 h, Dark: 8 h; Humidity: 60%). 총 6개의 다른 처리구 간의 생육 차이를 비교하기 위하여 처리구별 3 반복으로 잎의 개수, 줄기의 길이, 줄기의 무게, 뿌리의 무게, 그리고 총 엽록소 함량을 측정하여 CHK0059 종자코팅에 따른 생육 차이를 측정하였다(n = 10).

      

      
        콩 시들음병(Soybean Fusarium wilt) 병원균 배양
        딸기에서 Chlorella fusca CHK0059가 Fusarium oxysporum에 의해 발생하는 시들음병을 억제하는 것으로 보고되어 있다(Kim et al., 2020). 이에 CHK0059를 콩 종자에 처리하였을 때 시들음병의 발병을 억제하는지 확인하고자 본 연구에서는 사전에 직접 생육한 콩의 시들음병 병징 부분에서 분리된 Fusarium sp. 병원균을 실험에 사용하였다(Data not shown). Fusarium sp. 균을 1/5 PDA(Potato dextrose, 4.8 g; Agar, 20 g per L) 배지에 28oC에서 7일간 배양하였다. 배양된 Fusarium sp. 2 plate씩 1/5 PDB broth 500 mL 배지에 화염 멸균시킨 메스를 이용하여 잘라 넣어 28oC, 150 rpm 조건의 진탕배양기에 3일간 배양하였다. 액체 배지에서 포자를 형성시킨 Fusarium sp. 균을 원심분리 (5,000 × g, 10 min)를 통해 상등액을 제거하고 멸균수를 이용하여 최종 농도 1.4 × 105 conidia/mL로 제작하였다.

      

      
        CHK0059의 종자 처리에 따른 콩 건조 스트레스 저감 및 시들음병에 대한 평가
        콩의 건조 스트레스 저감 여부를 확인하고자 무처리구(Untreated), 1% CMC 처리구, 사멸된 CHK0059 그리고 CHK0059 농도별 처리구(106, 107, 108 cell/mL)나누어 실험을 진행하였으며 각 처리구 당 식물체는 10개체로 진행하였다. 건조 스트레스 처리는 수분공급을 4일간 중단하는 방식으로 처리하였다. 4일 경과 후 식물체에서 건조 스트레스 반응을 확인하고 각 처리구에서 무작위로 3개체씩을 1반복으로 하여 총 3반복으로 지상부의 건물중을 측정하였다.

        시들음병원균(Fusarium sp.)을 콩 식물체에 접종하기 위해 생육한 콩의 뿌리 부분을 멸균시킨 5mL tip으로 상처를 낸 후 포자 용액(1.4 × 105 conidia/mL)을 10mL씩 분주하였다. 무처리구(Untreated), 병원균 처리구(F), 1% CMC + 병원균 처리구(1% CMC + F), 사멸된 CHK0059+ 병원균 처리구 (Sterilized Chlorella + F), CHK0059 106 cell/mL + 병원균 처리구(106+ F), CHK0059 107 cell/mL + 병원균 처리구(107+ F), CHK0059 108 cell/mL +병원균 처리구(108+ F)를 3주간 생육하였다(n = 10). 병원균을 접종하고 30oC 온실 (Light: 16 h, Dark: 8 h; Humidity: 60%)에서 일주일 간격으로 각 처리구의 발병도를 조사하였다. 각 처리구의 발병도는 실험 식물을 3개의 그룹으로 나누어 disease index(DI)를 측정하였다. 콩 시들음병에 대해서는 뿌리의 잔뿌리 유무와 뿌리 괴사 정도에 따라 Index를 0 ~ 4로 측정하였다(0: No Root rot; 1: Mild symptoms (Discoloration but no visible lesions) 2: Obvious lesions; 3: Severe lesions on the stem; 4: Plant death) (Chang et al., 2013).

      

      
        통계분석처리
        C. fusca CHK0059를 콩 종자에 코팅하여 발아율 관찰과 3주간 온실에서 생육한 후의 각 처리구 간의 생육 차이, 건조스트레스 처리 후 건물중 무게, 콩 시들음병 발병도는 비모수 검정법인 Kruskal-Wallis Rank Sum Test (Kruskal et al., 1952)를 통해 처리구 간의 유의미성을 분석하였고, pvalue값 0.05 미만으로 유의미성을 나타내는 결과 값을 대상으로 사후분석으로 Conover Test (Conover et al., 2018)를 수행하여 그룹별 유의성을 나타내었다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        Chlorella fusca CHK0059 종자코팅 후 콩 발아율 증진
        콩 종자에 C. fusca CHK0059를 코팅하여 발아율에 대한 평가를 실시하기 위하여 무처리, 1% CMC, Sterilized Chlorella(사멸된 CHK0059), CHK0059를 각각 106, 107, 108 cell/mL 코팅하여 28oC에서 3일간 식물생육상에서 종자 발아율을 조사하였다. 무처리에서 56.7%, 1% CMC에서 73.3%, CHK0059를 사멸시켜 처리한 Sterilized Chlorella에서 73.3%, Chlorella 106 cell/mL에서 80%, 107 cell/mL에서 86.7%, 108 cell/mL에서 9 3.3%로 확인되었다. Chlorella 108 cell/mL 처리구에서 가장 높은 발아율이 확인되었고, 대조구(Untreated, 1% CMC, Sterilized Chlorella)에 비해 CHK0059 처리구에서 높은 콩 종자의 발아율이 확인되었다(Fig. 1). 일반적으로 사용되어지고 있는 종자코팅 방법은 주로 종자의 외형과 상태를 변화시켜 발아율을 향상시키고 생장을 촉진하는 것을 목적으로 한다(Halmer, 2008; Pedrini et al., 2017). 본 연구에서는 CHK0059를 콩 종자코팅을 진행하였으며, 이로 인해 무처리구에 비해 CHK0059, 사멸된 클로렐라, 1% CMC 처리구에서 더 높은 발아율이 관찰되었다. 이 결과를 통해 C. fusca CHK0059가 콩 종자의 발아를 촉진시키는데 효과적인 미생물로서 역할을 하는 것이 확인되었다. 따라서 C. fusca CHK0059를 작물의 종자코팅에 적용할 수 있는 유용 미생물로 사용이 가능하다고 사료된다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Germination rates of CHK0059 coated soybean seeds. Chlorella fusca CHK0059 was treated on soybean seeds surface with 1% CMC. The concentration of CHK0059 was 106 ~ 108 cell/mL. C. fusca CHK0059 spore stock 10 μL was treated with 1 g sterilized soybean seeds (w/v). After coating CHK0059 to soybean seeds, the seeds were air dried on a clean bench for 2 h. Chlorella-coated soybeans were germinated in sterilized cotton on a petri dish with ddH2O at 27oC the growth chamber (n = 30, Thirty soybean seeds were divided into 5 groups, and the germination rate was calculated for each group). (Light: 16 h, Dark: 8 h; Humidity: 60%) The germination rates were analyzed by the Kruskal-Wallis Rank Sum test followed by the Conover test (P = 0.05) indicated with the R program (version 4.0.3).
          
          

          

        

      

      
        C. fusca CHK0059 종자코팅 식물체 생육 촉진 향상
        CHK0059를 코팅처리(무처리, 1% CMC, Sterilized Chlorella, Chlorella 106, 107, 108 cell/mL)한 콩 종자를 식물생육상에서 발아시킨 후 CHK0059 처리에 의한 생육 변화를 관찰하기 위해 유리온실에서 콩을 3주간 생육하였다. 각 처리구들의 잎의 개수, 줄기의 길이, 무게, 뿌리의 무게 및 엽록소 함량을 조사하였다(Table 1). 잎의 개수, 줄기의 무게, 뿌리의 무게 및 총 chlorophyll 함량에는 CHK0059(106, 107, 108 cell/mL)가 코팅된 처리구에서 무처리구(무처리, 1% CMC, Sterilized Chlorella)에 비해 통계적으로 유의미한 차이는 보이지 않는 것을 조사되었다(Fig. 2). 그러나, 줄기의 길이에서 CHK0059를 처리한 처리구가 무처리구에 비해 줄기이생육이 향상되는 것을 확인하였다(Fig. 2b). 이는 CHK0059를 딸기에 처리했을 때 줄기의 성장이 증가했던 이전 연구결과(Kim et al., 2020)와 유사하며, CHK0059가 종자코팅방법을 통해 다른 작물에 적용하였을 때도 CHK0059의 식물체 생장 촉진 효과를 나타낼 수 있다는 것을 시사한다. 그러나, CHK0059가 콩에서 보인 줄기 성장 촉진 효과가 어떤 작용에 기인하여 발생한 것인지, CHK0059를 식물체에 시비했을 때의 결과와 동일한 효과를 나타내는지 확인하기 위해선 추가적인 연구가 필요하다고 판단된다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Growth rates of Chlorella fusca CHK0059 coating soybean (n = 10, mean ± se)
          
          

        

        
          
            
              	Treatment
              	Leaf count
              	Stem length (cm)
              	Stem weight (g)
              	Root weight (g)
              	Total chlorophyll (μg/cm2)
            

          
          
            	Untreated
            	12 ± 1.7a
            	31.5 ± 5.8a
            	3.3 ± 1.3
            	2.92 ± 1.2a
            	31.2 ± 2.3a
          

          
            	1% CMC
            	11a
            	41 ± 1.7a
            	4.7 ± 0.1cd
            	2.6 ± 1.16a
            	29.2 ± 3.7a
          

          
            	Sterilized Chlorella
            	11a
            	41.8 ± 2a
            	4.7 ± 0.3bc
            	3.0 ± 0.6a
            	28.6 ± 4.9a
          

          
            	Chlorella 106
            	12 ± 1.7a
            	45.3 ± 2.8a
            	4.9 ± 0.3ab
            	2.72 ± 0.7a
            	35 ± 4.3a
          

          
            	Chlorella 107
            	12 ± 1.7a
            	42.3 ± 0.5a
            	4.5 ± 1.1bc
            	3.5 ± 1.3a
            	31.5 ± 2.7a
          

          
            	Chlorella 108
            	12 ± 1.7a
            	46 ± 2.5a
            	5.42 ± 0.3a
            	3.8 ± 0.2a
            	31.8 ± 0.6a
          

        

        
          
            * a, b, c, d indicate the difference analyzed by the Kruskal-Wallis Rank Sum Test followed by the Conover Test.
          

        

        

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Growth rates of CHK0059 coated soybean seeds. CHK0059 coating soybean seeds grew 3 weeks at 37oC glasshouse (Light: 16 h, Dark: 8 h; Humidity: 60%) after germination. After 3 weeks, each treatment is sampled, and the growth survey is conducted (n = 10, Three soybeans were randomly selected for the growth survey). The growth of each treatment was investigated by measuring the number of leaves, stem length, stem weight, and total chlorophyll content (n = 10). (a) Leaf count, (b) Stem length (cm), (c) Stem weight (g), (d) Root weight (g), (e) Total chlorophyll (μg/cm2). The growth survey rates were analyzed by the Kruskal-Wallis Rank Sum test then the stem length rate was followed by the Conover test (P = 0.05) indicated with R program (version 4.0.3).
          
          

          

        

      

      
        Chlorella 종자 처리는 콩의 내건성 증진과 무관
        C. fusca CHK0059를 종자코팅한 콩의 건조스트레스 내성 효과를 평가하기 위하여 종자코팅후 발아한 콩을 3주간 유리온실에서 생육하였다. 3주간의 생육 후, 4일간 수분공급을 중단하여 건조스트레스에 콩을 노출시킨 결과, 무처리구, 1% CMC, Sterilized Chlorella, Chlorella 106, 107, 108 cell/mL 모든 처리구에서 건조스트레스에 취약한 표현형이 관찰되었다(Fig. 3). 건조스트레스에 의한 표현형으로 콩 잎이 꺾이고 잎과 줄기가 마른 현상이 관찰되었다. 무처리, 1% CMC, Sterilized Chlorella, Chlorella 106, 107, 108 cell/mL 처리구 간의 건조스트레스 내성 차이를 관찰하기 위해 건물중 무게를 측정한 결과, 무처리구는 평균 5.64 g, 1% CMC 처리구는 평균 5.83 g, Sterilized Chlorella 처리구는 5.36 g, Chlorella 106 처리구는 6.71 g, 107 처리구는 4.51 g, 108 처리구는 평균 5.41 g으로 건물중 무게가 확인되었다(Fig. 3g). 이러한 결과는, CHK0059를 콩 종자에 코팅처리 하였을 때, 콩의 줄기 성장 촉진 효과와 같은 식물의 생장에 도움을 주는 것으로 확인되었지만(Fig. 2), 건조스트레스 감소효과를 나타내지 않는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 3). 건조스트레스는 식물의 발달과 성장에 부정적인 영향을 미쳐 작물의 생산량에 큰 영향을 미치는 환경요인으로 건조스트레스 완화를 위한 방법이 필요한 상황이다(Jangra et al., 2019; Qi et al., 2019; Zandalinas et al., 2018). 앞선 연구에서는 Chlorella vulgaris가 브로콜리에서 엽면의 수분 증산 억제 작용을 통해 건조스트레스를 완화한 것으로 확인되었다(Kusvuran, 2021). 그러나 본 연구에서는 C. fusca CHK0059를 이용하여 C. vulgaris와 유사한 건조스트레스 완화 효과를 평가하고자 하였으나, CHK0059를 종자코팅한 처리구(Chlorella 106, 107, 108 cell/mL)들에서는 건조스트레스 완화 효과는 관찰되지 않았다. 이러한 이유는 식물체와 클로렐라 종 또는 strain별로 유의미한 상관관계를 가질 수 있음을 시사하고 있다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Shoot weights of CHK0059 coating treatment after drought stress. CHK0059 coating soybean grew 3 weeks at glasshouse (Light: 16 h, Dark: 8 h; Humidity: 60%). After 3 weeks, drought stress was treated to CHK0059 coating soybeans by removing water from pots for 4 days. The weights of the shoot were measured by sampling the plants of each treatment after 4 days (n = 10, Three soybeans were randomly selected for shoot weights survey). (a): Untreated, (b): 1% CMC, (c): Sterilized Chlorella (CHK0059 cell 107 cell/mL), (d): Chlorella 106 cell/mL, (e): Chlorella 107 cell/mL, (f): Chlorella 108 cell/mL, (g) the weights rate of each treatment shoot. The result was analyzed by the Kruskal-Wallis Rank Sum Test (P = 0.05) indicated by the R program (version 4.0.3).
          
          

          

        

      

      
        Chlorella의 콩 종자처리에 의한 시들음병 감소
        Chlorella를 종자코팅 후, 처리에 의한 콩에 시들음병 병원균(Fusarium sp.)을 처리하여 3주간 관찰을 통해 병 감소효과를 평가하였다. 시들음병에 대한 발병억제효과 평가는 잔뿌리 유무와 괴사 정도에 따라 지정한 disease scale을 기준으로 disease index(DI)를 평가하였다. 1주차에는 병징이 관찰되지 않았으나 2주차부터 병이 발병하면서 CHK0059를 종자코팅한 처리구들의 발병도가 병원균 처리구(F)와 1% CMC + F 처리구에 비해 낮은 것으로 조사되었다(Fig. 4b). 2주차와 3주차에서 가장 낮은 병 발병도를 보인 처리구는 CHK0059 107 cfu/mL 농도로 종자코팅한 Chlorella 107+ F 처리구였다. Chlorella 107+ F 처리구에서 DI값이 1 이하의 병 발병도가 관찰되었다. 무처리구에서는 DI 2 이상의 병 발병도가 관찰되어 Chlorella 107 처리구와 비교했을 때, 유의미한 차이를 확인하였다. 이를 통해, CHK0059를 코팅한 Chlorella 106+ F, Chlorella 107+ F, Chlorella 108+ F 처리구에서 무처리구에 비해 콩 시들음병의 발병이 억제된 것을 확인하였다. 이러한 결과를 통해 C. fusca CHK0059의 콩 종자에 코팅처리가 시들음병의 발병을 억제한 것을 확인할 수 있었다. 작물병 발생 억제 효과는 이전 연구에서 C. fusca CHK0059를 오이 잎에 처리하여 Colletotrichum orbiculare이 유발하는 탄저병에 대한 억제 효과, 딸기에 처리하여 Fusasrium oxysporum에 의해 발생하는 딸기 시들음병 억제 효과와 유사하게 관찰되어 CHK0059를 식물체에 시비하는 방법뿐 아니라 종자코팅 방법을 통해 CHK0059의 활용 범위를 넓힐 수 있음을 시사한다(Kim et al., 2018; Kim et al., 2020). 본 연구에서 이용한 C. fusca CHK0059뿐만 아니라 식물병 억제 효과가 입증된 다양한 Chlorellla 종 및 Chlorella 추출물 등을 종자코팅을 통해 활용할 경우, 다양한 식물병 억제 효과를 유도할 수 있을 것으로 예상된다(AI-Nazwani, et al., 2021; Mishra et al., 2022; Righini, H. et al., 2020). 또한, 본 연구에서는 CHK0059를 콩 종자에 코팅 처리하여 시들음병을 억제하기 위한 최적의 코팅농도로 높은 발아율과 낮은 병 발병도를 보인 107 cfu/mL가 적합할 것으로 판단된다(Fig. 4e).

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Disease index of CHK0059 coating treatment. After CHK0059 was coated to soybeans, the soybeans were grown for 3 weeks in a glasshouse (Light: 16 h, Dark: 8 h; Humidity: 60%). Then, the treatments were treated with 10 mL Fusarium spore stock (105 cfu/mL) per plant (n = 10, Three soybeans were randomly selected for the disease index survey). The disease index was measured by disease scale (Index 0 ~ 4). The disease index was measured at 2 weeks and 3 weeks. (a) 2 weeks, (b) 3 weeks (F: Fusarium sp.). The results were analyzed with the Kruskal-Wallis Rank Sum Test followed by the Conover Test (P = 0.05) indicated with the R program (version 4.0.3).
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